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摘要 : 茶树 中 富 含 茶 氨 酸 、 儿 茶 素 和 咖啡 碱 等 重要 功能 成 分 ， 具 有 较 高 的 价值 功效 。 
茶树 在 生命 周期 中 经 常 遭 受 逆境 胁迫 ，VB5k 在 植物 体内 参与 逆境 应 答 ， 吡 哆 醛 激酶 
(PLK, pyridoxal kinase) 是 维生素 Bg (VB6) 补救 途径 中 的 关键 酶 , 为 进一步 了 解 PLK 
在 茶树 生物 合成 的 功能 和 作用 机 理 ， 本 研究 基于 茶树 基因 组 数据 库 ， 以 龙井 43 为 材料 ， 
采用 逆转 录 PCR(RT-PCR) 的 方法 从 茶树 中 克隆 出 CsPLK 的 基因 。 该 基因 序列 长 为 1179 
bp， 编 码 393 个 氨基 酸 。 CsPLK KAA DAMH PLK 恒 白 共有 较 高 的 同 源 性 ， 都 是 
核糖 激酶 超 家 族 成 员 。 通 过 构建 pET-CsPLK 载体 进行 原核 表达 ， 并 鉴定 出 重组 蛋白 有 
很 强 的 催化 活性 。 组 织 表 达 特 异性 分 析 表 明 ， 叶 中 的 表达 量 比 茎 、 根 的 高 ， 在 根 中 最 
低 。 荧 光 定量 PCR 表示 ， 低 温 诱导 CsPLK 上 调 表达 ， 干 早 诱导 CsPLK 下 调 表达 ， 发 
现 该 基因 在 茶树 中 有 明显 的 逆境 应 答 ， 推 测 CsPLK 在 茶树 的 生长 发 育 、 逆 境 胁 迫 发 挥 重 
要 作用 。 
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Abstract:The tea plant is rich in important functional ingredients such as theanine, catechin 
and caffeine, with high value and efficacy. Tea plants are often subjected to stress in their 
life cycle, and VBs is involved in the stress response in plants, Pyridoxal kinase (PLK) is a 
key enzyme in the vitamin Be (VB«) salvage pathway. In order to further understand the 
function and mechanism of PLK in tea plant biosynthesis, this study based on the tea plant 
genome database, and using longjing 43 as material, the CsPLK gene was cloned from tea 
plant by reverse transcription polymerase chain reaction (RT-PCR). The sequence of CsPLK 
was 1179 bp in length, encoding 393 amino acids. CsPLK protein and PLK protein of known 
species have high homology, both are members of the ribokinase superfamily. The 
pET-CsPLK vector was constructed for prokaryotic expression, and the recombinant protein 
was identified to have strong catalytic activity, indicating that the gene cloned from tea tree 
is PL kinase. Tissue expression specificity analysis showed that the expression level in 
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leaves was higher than that in stems and roots, and lowest in roots. Real-time PCR showed 
that CSPLK was up-regulated expressed by low temperature and CsPLK was down-regulated 
by drought. This study reveals that CsPLK had an obvious stress response in tea plants, 
suggesting that CsPLK played an important role in the growth and development of tea plants 
and the stress resistance. 
Keywords: tea plant, gene identification, abiotic stress, tissue specificity 
维生素 Be (VBe) 是 一 类 可 以 相互 转换 的 吡啶 类 化 合 物 的 总 称 ， 包 括 吡 哆 醇 
(pyridoxine, PN) 、 了 吡 哆 腕 Cpyridoxamine, PM) . WK (pyridoxal, PL) 以 及 它 
们 相应 的 磷酸 酯 形式 : 磷酸 吡 哆 醇 CPyridoxine-5'-phosphate, PNP) 、 和 磷酸 吡 哆 胶 
(Pyridoxamine-5'-phosphate, PMP) 和 磷酸 吡 哆 醛 CPyridoxal-5"-phosphate, PLP) 。 
其 中 PLP 是 140 多 种 酶 的 辅酶 ， 涉 及 广泛 的 代谢 和 调节 过 程 (Amadasi et al.，2007; 
Smolin & Benevenga, 1982; Schulman & Richert, 1957) 。 
植物 是 VB 自 养 型 生物 ， 拥 有 “DXP 非 依赖 途径 ” CDXP independent pathway) ， 
以 谷 氨 酰 胺 、5- 磷 酸 -核糖 〈 或 5- 磷酸 - 核 酮 糖 ) 和 3- 人 磷酸 -甘油 醛 ( 或 磷酸 二 羟 丙 酮 ) 
为 底 物 ， 在 PDXI 和 PDX2 构成 的 PLP 合 酶 复合 体 的 作用 下 ， 直 接 从 头 合成 Cde novo 
synthetic) PLP (Franco etal., 2001; Julliard JH & Douce R, 1991) 。 除 了 VBe 的 从 头 
合成 ， 植 物体 内 还 存在 VB 补救 途径 (salvage pathway) (Tanaka etal., 2005) , iZ 
途径 通过 一 系列 酶 的 作用 , 实现 不 同 VBs 的 相互 转化 和 PLP 的 补救 合成 , 以 及 维持 VBs 
状态 的 稳定 。PL 激酶 (PL kinase, PLK) 是 PLP 的 补救 合成 途径 重要 的 一 种 酶 ，PLK 
在 金属 阳离子 和 ATP. 的 存在 下 催化 PL 的 磷酸 化 生成 PLP。2002、2004 和 2010 年 ， 陆 
续 从 拟 南 草 (Lum et al., 2002) 、 小 麦 (Huabo etal., 2004) 和 油菜 (Yu S & Luo L, 
20100 克隆 出 PL 激酶 基因 ， 开 启 了 从 植物 中 研究 PLK 基因 的 热潮 。 
茶树 (Camellia sinensis) 是 我 国 重 要 的 经 济 作物 ， 富 含 茶 氨 酸 、 儿 茶 素 和 咖啡 碱 
等 重要 功能 成 分 .VBs 不 仅 在 茶树 的 初生 代谢 和 功能 成 分 的 生物 合成 过 程 中 发 挥 重要 作 
H. Imt VB 在 植物 体内 参与 逆境 应 答 ， 但 目前 关于 茶树 中 VBse 生物 合成 的 鲜 有 报道 。 
因此 , 研究 茶树 中 VB 补救 途径 中 的 PL 激酶 在 茶树 生长 发 育 和 逆境 调控 中 的 作用 有 具有 
重要 意义 。 本 研究 以 茶树 龙井 43 的 cDNA 为 模板 克隆 出 PL 激酶 基因 ， 通 过 原核 表达 
进行 功能 验证 ， 并 分 析 不 同 组 织 中 的 基因 表达 差异 ， 同 时 设置 干旱 和 低温 胁迫 分 析 
CsPLK 的 道 境 应 答 ， 为 利用 VBe 代 谢 调 控 提 高 茶叶 品质 和 增强 茶树 抗 性 的 研究 莫 定 基 
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| 材料 与 方法 


1.1 茶树 CsPLK 的 克隆 与 分 析 
实验 材料 为 龙井 43 茶树 幼苗 ， 种 植 于 安徽 农业 大 学 茶 与 食品 科技 学 院 实验 分 析 平 
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使 用 全 能 型 植物 RNA 提取 试剂 盒 〈 康 维 世 纪 )， 提取 茶树 叶片 、 根 和 茎 的 总 RNA, 
用 Nanodrop ND 1000 检测 RNA 的 浓度 与 纯度 ，1.0% 凝 胶 电 泳 检 测 RNA 质量 。 有 
HifiScript cDNA 合成 试剂 盒 〈 康 维 世 纪 ) 对 上 述 总 RNA 样本 进行 反 转 录 获 得 cDNA。 

以 拟 南 芥 PLK 序列 为 模板 ， 从 中 国 科 学 院 昆 明 植 物 研究 所 茶树 基因 组 数据 库 中 ， 
通过 比 对 获得 候选 序列 并 设计 特异 性 引物 ， 由 安徽 通用 生物 公司 合成 。 上 游 引 物 : gG 
AATTCATGTCCGAGAAATTGACA; 下 游 引 物 : gcTCTAGATTAGTTGTATCTCTCAG 


CC。 下 划 线 部 分 为 EcoRI 和 Xbal 酶 切 位 点 。 


UER cDNA 为 模板 , 建立 扩 增 体系 : Primer Star MIX 酶 (TaKaRa 公司 )12.5 uL, 
ddH2O 9.5 uL. cDNA 模板 1 gL 、 上 下 游 引 物 各 1 uL PINZI: 98 "C HARTE 5 min; 
98 C 10s, 55 C 15s, 72 C 90s, 435 个 循环 ; 72 "C 10 min。 反 应 结束 后 用 1% 
琼脂 糖 凝 胶 电 泳 检 验 PCR 产物 ， 分 离 回 收 正确 的 PCR 产物 连接 载体 pEasy-blunt dk 
京 全 式 金 生物 有 限 公 司 ) ， 并 转化 到 大 肠 杆 菌 DH5a， 命 名 为 pPPLK， 送 至 通用 生物 公 
司 进行 测序 。 

使 用 ExPASy 网 站 的 在 线 分 析 工 具 (http://web.expasy.org/cgi-bin/compute_pi/pi_ 
tool) 分 析 和 蛋白 的 分 子 量 和 等 电 点 ; 使 用 DNAMAN 进行 序列 比 对 分 析 。 


1.2 CsPLK 表达 载体 构建 和 功能 鉴定 


使 用 柱 式 质粒 DNA 提取 试剂 盒 (Sangon Biotech? 提取 转化 了 CsPLK 基因 的 pPLK 
菌株 的 质粒 和 PET-22b (+) 载体 质粒 ， 使 用 限制 性 内 切 酶 EcoRI 和 Xbal (TAKARA) 
T 37 CC 分 别 进行 双 酶 切 3h， 使 用 胶 回 收 试剂 盒 〈Sangon Biotech) 回收 双 酶 切 之 后 的 
目的 片段 和 载体 片段 ， 利 用 TA DNA 连接 酶 CTAKARAO ， 于 16 连接 16h， 连 接 产 
物 转化 到 Trans T1 大 肠 杆 菌 中 ， 经 菌 液 PCR 验证 后 送 至 通用 生物 公司 进行 测序 。 

提取 连接 上 CsPLK 基因 的 PET-22b(+) 菌 株 质 粒 ,转化 至 Rosetta(DE3)(TransGen) 
表达 菌株 中 ， 涂 板 过 夜 培养 ， 挑 取 单 菌落 进行 菌 液 PCR 验证 ， 选 择 验 证 正确 的 菌落 加 
入 0.2 mmol/L IPTG, 在 16 CC 诱导 表达 24h—4 C., 4000 rpm 离心 10 min 一 弃 去 上 清 ， 
加 入 PBS 重 悬 一 超声 波 细 胞 破碎 仪 , 5 s、3 $、 破 碎 99 次 一 4 "C. 12000 g 离心 10 min, 
所 得 上 清 液 即 为 粗 酶 液 。 将 含有 重组 质粒 pET-PLK 的 粗 酶 液 命名 为 Pro-CsPLK， 含 有 
空 质粒 pET22b 的 粗 酶 液 命 名 为 Pro-22b 。 

采用 Lum 等 (Lum etal., 2002) 的 方法 ， 略 做 改动 后 测定 CsPLK 酶 活 ， 反 应 体系 3 
mL。 向 含有 0.2 mmol/L PL、0.2 mmol/L ATP 和 0.1 mmol/L ZnCl 的 70 mmol/L e £f ZZ 
冲 液 (pH 6.5) 中 ， 加 入 含 0.5 mg Pro-CsPLKÆ K, 37 "C2K18 5: 230 min。 添 加 高 毛 酸 
终止 反应 后 12 000 g 离 心 10 min, 在 上 清 中 加 入 葵 腓 溶液 并 定 容 到 3 mL。2.5 min 时 在 410 
nm 处 测定 其 吸光 值 为 X， 同 时 加 入 粗 酶 液 和 高 氯 酸 的 反应 管 中 测 定 吸 光 值 为 Y，(X-Y) 
为 每 一 组 样品 的 最 终 吸 光 值 。 以 Pro-22bp 代 蔡 Pro-CsPLK, 其 余 条 件 相 同 , 作为 空白 对 照 。 


1.3 茶树 CsPLK 表达 模式 分 析 


以 生长 健壮 、 长 势 一 致 的 1 年 生 龙 井 43 为 材料 , 取 生 长 在 (25 土 1) 'C、 含 水 率 为 (55 
土 3) % 的 茶树 幼苗 的 的 嫩 根 、 嫩 茎 、 顶 端 第 2~3 片 成 熟 叶 进行 组 织 表 达 差 异性 分 析 。 参 
照 Liu 等 (Liu SC, 2015 & LIN etal., 20160 的 方法 进行 低温 《4 C) 和 干旱 处 理 。 调 
节 人 工 气候 室 的 温度 使 之 维持 在 (4 土 1) CC， 实验 组 与 对 照 组 均 为 生长 在 温室 (25 土 
1) CC 中 的 茶树 幼苗 。 对 照 组 保持 温室 (25 土 1) 'C 生 长 不 变 ， 实 验 组 中 的 茶 苗 迅速 移入 
低温 气候 室 (4 C) 中， 其 他 环境 条 件 保持 不 变 ， 进 行 低温 处 理 ， 分 别 在 2、8、12、 
24. 48 h 时 取 茶 苗 上 枝条 顶端 第 2~3 片 成 熟 叶 为 材料 ;将 茶树 幼苗 放置 在 (251) C 
的 人 工 气候 室 中 ， 实 验 组 与 对 照 组 土壤 含水 率 为 (55 土 3) %， 对 照 组 浇 水 使 士 壤 含水 
率 维持 在 (55 土 3) %， 实 验 组 停止 浇 水 ， 其 他 环境 条 件 保持 一 致 ， 进 行 干旱 处 理 ， 分 
别 在 6、12 d 时 取样 (顶端 第 2~3 片 成 熟 叶 ) 后 , 给 实验 组 浇 水 使 其 土壤 含水 率 恢 复 至 (55 
+3) %， 在 恢复 6 d 时 取样 (顶端 第 2~3 片 成 熟 叶 ) ， 用 于 检测 CsPLK 在 干旱 胁迫 后 复 
水 过 程 的 表达 模式 。 每 个 处 理 进 行 3 次 生物 学 重复 。 所 有 样品 液 氮 速冻 后 保存 于 -80 C, 
提取 RNA， 检 测 CsPLK 的 表达 模式 。 

采用 严 光 定量 PCR (Quantitative Real-time PCR, QRT-PCR) 测定 CsPLK 的 表达 ， 
以 G4PDH 为 内 参 基因 。CsPLK 的 上 游 引 物 为 AAGGTTGTCCCTGTTG， 下 游 引 物 为 TTG 
TGGGTGACGAATA。GAPDH 的 上 游 引 物 为 TTGGCATCGTTGAGGGTCT, 下 游 引 物 为 
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CAGTGGGAACACGGAAAGC. 

使 用 Ultras YBR Mixture 荧光 定量 试剂 盒 〈 康 维 世 纪 ) 进行 荧光 定量 PCR，30 uL 
反应 体系 由 2xULtraSYBR 15 uL, 正 向 引物 1.5 uL, I8] 5| 9] 1.5 uL, cDNA 模板 1.5 uL, 
ddH2010.5 uL 构成 ， 反 应 程序 为 95 C 10min, 95 C 15s, 58 C 1min, 95 'C 15 | 
s, 60 C I min, 95 C 15s, 60 C 15s, (8383530. 3 次 技术 重复 ， 用 2^0 法 
计算 结果 .对 照 组 和 处 理 组 之 间 的 差异 显著 性 采用 t+ 检 验 进行 分 析 :* :0.01<P «0.05 , 
**: 了 <0.01) 


2 结果 与 分 析 


2.1 茶树 CsPLK 基因 的 克隆 


以 拟 南 章 PLK 的 基因 序列 《NM_001344222) 为 模板 ， 在 茶树 基因 组 数据 库 搜索 比 | 
对 得 到 一 条 相似 性 最 高 (57.86%) ， 且 含有 完整 编码 框 的 基因 序列 。 在 NCBI 分 析 该 
段 序列 发 现 第 37-343 位 氨基 酸 是 吡咯 酬 激酶 功能 域 ， 属于 核糖 激酶 超 家 族 。 随 后 设计 
克隆 引物 ， 以 茶树 总 RNA 反 转 录 得 到 的 cDNA 为 模版 ，PCR 扩 增 得 到 一 条 清晰 明亮 的 单 
一 条 带 ， 大 小 约 为 1 200bp (图 1) ， 测 序 正确 后 ， 将 此 序列 命名 为 CsPLK， 其 编码 框 长 
1179 bp， 编 码 含 有 393 个 氨基 酸 残 基 的 和 蛋白质， 和 蛋白 质 的 分 子 量 为 43.9 kD， 理 论 等 电 点 
6.51 (图 2) 。 


iE: M. DNA Marker; 1. CsPLK. 


Note: M. DNA Marker; 1. CsPLK. 
1 CsPLK 的 PCR 扩 增 结果 
Fig.1 The PCR result based on CsPLK 


1M s E i 三 G E » K E Q E: N bi W I w 7v s 
i EE GT CCGAGARAIIGACAIIIICAGGI GAAACTIICARGGAARATIIICAAITCART Du COPIE ERE GTTTCT 
26 H K c c L s s K s M A P 
76 ATACATACCATTTTGAAGA TITATTGACCGAATGTIGTAGGIIGAGAAGCT CGAAGAAGICAGTARTGGCGCCG 
51 A P H G x 
151 CCAATCCTTTCGCTAGCTTTGCCATCGGAAACGGGTCGAGTTCTCAGCATTCAATCT CACACT GTICAGGGATAT 
76 wv G N x EI Aa v E P L Q L G ES D N: D P ri N 三 o 
226 Cds c quo a cia CCT ETTCAACTTCTGGGCTAT t GIGGATCCAATCAATICAGIGCAGITC 
101 ri 
301 TCGAACCATACAGGCAAGATGTITATATCACITCACICARACAGATACCCAACTITCAAGGGGCARGIT CreAAT 
126 G o o 三 
376 GGACARCAATIGIGGGAGT TARIAGAAGGCCTIGARGCGART GATITATIATTCIATACICATITATIGACT err 
151 
451 TOIGAICCAGTAAIGGGIGATGAAGGAAAGCITIATGICCCICCAGARCIGGTAGCAGTATACCOT Sasaacsz= 
176 v 
526 GrcccrerrGcrIcAATGIIGACT CCTAACCARTITGARGCAGARCAGTTGACTGGGTTARGGATZ ere Cr caa 
201 


601 SnaSnrSscccrcSnacccE IGcAACATICTICATGCIGCIGGACCACCAAAGAACARAGCCARIATAGATGATCT G 
22 = Q 


226 L 
676 CT cCanGcAGGcAGGCCIIATARIGOT SaccczSaezcrzecz TGGGIAAAAGGGAGAGTCAAATCARACIIAGAT 
Q 


AGATARTGTGGARACGGGACATAATGIGARATICIITGICIITIITCAGGIGGIG 


Q E 
826 ATAACTASCATARGTATT caT SecAnT cz X E GT CrAATT Secacs Car CARARAGARARGGGI Saa? CAC CT cac 
901 M T chAGAT T TAF EC RARI T č CT sa TT T cac sSorācaScacar CrAAT cacT si TATTACTT 

G x L4 : x K Q A 
276 GGATGGAGCARTARATATCCCARCANT CTIGACARAGCAGCAGAGCII GCT Szaz CAAGCGT GCAGGCACTICT G 
N Az G D Q s s s Q 
1051 >: ns GAAT Sac ZacAnAGCAGCT T E a iai m TCAAT CAAGCAGTTT SGH PCGMY UHIDET CAG 


376 S [e] D D F: a A E R Y 
1126 AGCCAAGAC GATATT T zt SGEIJ IUe EGGS AU LA: GAGAGATACAACTAZA 


图 2 PLK 核酸 序列 及 氨基 酸 序列 


Fig.2 PLK nucleic acid sequences and amino acid sequences 


2.2 茶树 CsPLK 的 序列 分 析 


使 用 DNAMAN 构建 CsPLK 在 原核 表达 中 的 图 谱 (图 3) 。 将 CsPLK 与 其 他 植物 
中 的 PLK 进行 列 比 对 (图 4) . 发现 CsPLK 与 植物 的 PLK 序列 具有 高 度 的 一 致 性 ,与 
拟 南 草 (Arabidopsis thaliana) 、 油 菜 (Brassica napus) ~ K=. (Glycine max) 、 烟 草 


(Nicotiana tabacum) 、 小 麦 (Triticum aestivum) 和 了 


KA (Zea mays) PLK 的 一 致 性 分 


别 为 77.39%，79.71%，76.23%，82.95%，71.30% 和 71.59%， 有 很 高 的 亲缘 性 。 


nm 


ori 
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pET-22b (+) 


5493bp 
Lac I 


图 3 CsPLK 在 原核 表达 中 的 图 谱 


Fig.3 Mapping of prokaryotic expression of CsPLK 
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油菜 PLK (921113510 ~ KÆ PLK (68131817) 、 烟 草 PLK (85068609), 


小 麦 PLK (3045613100 ~ EX PLK (226502934) . 


图 中 交 、 信 表示 两 种 不 同 的 活性 位 点 ;红色 划 线 部 分 为 loopI、loop 工 ; 黄色 方 框 是 GTGD 基 序 


Note: Camellia sinensis PLK, Arabidopsis thaliana PLK (26397694) , Brassica napus PLK (92111351) , Glycine max PLK 


(68131817) , Nicotiana tabacum PLK (85068609) , Triticum aestivum PLK (304561310) , Zea mays PLK (226502934). 


and © represent two different binding sites; Red line part is loopI, loop II; Yellow box is the GTGD motif. 


y 


图 4 茶树 与 其 它 物种 中 PLK 多 序列 比 对 


Fig 4 | Comparison of PLK amino acid sequences in tea and other species 


2.3 CsPLK 基因 原核 表达 载体 构建 


使 用 EcoRI 和 XbalI 限制 性 


内 切 酶 对 含有 目的 基因 


的 pPLK 载体 和 pET22b (+) 载 
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体 进 行 双 酶 切 (图 $) 。 fH] TA 连接 酶 16 连接 目的 基因 与 载体 片段 , 转化 至 Trans TI 
大 肠 杆 菌 中 , 涂 板 过 夜 培养 ,进行 菌落 PCR 验证 ,可 以 看 出 目的 基因 成 功 连接 至 pET22b 
CO 载体 上 (图 6) 。 


bp 
50002 下 
1000 一 -< 
iE: M. DNA Marker; 1. CsPLK; iE: M. DNA Marker; 1-4. 分 别 为 不 同 的 单 菌落 。 
2. pET22b (+) 载体 。 Note: M. DNA Marker; 1-4. different single colonies. 


Note: M. DNA Marker; 1. CsPLK; 2. pET22b(-) vector. 
图 5 CsPLK 片段 与 载体 双 酶 切 到 6 CsPLK 菌落 PCR 验证 
Fig.5 CsPLK fragment and vector double enzyme Fig.6 Colony PCR verification by CsPLK 


2.4 CsPLK 蛋白 的 诱导 表达 


采用 T7 启动 子 /T7 RNA 聚合 酶 表达 系统 pET22b (+) -Rosetta (DE3) 对 CsPLK 
在 大 肠 杆菌 中 进行 蛋白 表达 。 在 IPTG 的 诱导 下 ， 插 入 T7 启动 子 后 的 编码 区 能 够 在 表 
达 菌 株 Rosetta (DE3) 中 被 高 效 转录 。 原 核 表 达 产 物 经 SDS-PAGE 凝 胶 电泳 显示 ， 成 
功 的 在 45 KDa 附近 诱导 出 了 目的 蛋白 , 且 在 上 清 中 大 量 表达 , 与 预测 蛋白 大 小 一 致 
7) 。 


2.5 CsPLK 的 酶 活 测 定 及 部 分 酶 学 性 质 分 析 


以 PL WEH, Æ pH 6.5 和 37 它 条 件 下 ， 对 原核 表达 的 重组 茶树 PL 激酶 进行 功 
能 鉴定 。 结 果 表 示 , pro-CsPLK 的 酶 活力 约 为 4.853 umolPLP mg! min'!, 对 照 组 pro-22b 
约 为 0.529 umolPLP mg! :min'!, pro-CsPLK 酶 活力 是 对 照 的 9.17 倍 ( 图 8)。 表 明 CsPLK 
具有 较 强 的 PL 激酶 活性 ， 原 核 表 达 的 蛋白 确 为 茶树 PLK 和 蛋白。 

PL 激酶 在 金属 阳离子 存在 下 才能 催化 反应 ,pH 值 是 影响 酶 活性 的 一 个 非常 重要 的 
因素 ， 所 以 对 PL 激酶 的 最 适 的 金属 离子 及 pH 值 进行 测定 。 显 示 该 酶 的 最 适 pH KA 
在 64 左右 (图 9) ，Zn 关 的 催化 活性 最 强 《〈 图 10) 。 


M 1 2 
KD ý - 
5 
482 e Bra 
>E 
35> Ege 
HE, 
Jt 
& 8' 
o 
1 2 
粗 酶 Crude enzyme 
iE: M. DNA Marker; 1. CsPLK Lili; 2. CsPLK 沉淀 。 ik: 1. pro-22b; 2. pro-CsPLK. 


Note: M. DNA Marker; 1. CsPLK supernatant; 2. CsPLK precipitation. Note: 1. pro-22b; 2. pro-CsPLK. 
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图 7 


Fig.7 SDS-PAGE results of CsPLK 
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图 9 


Fig. 9 Effect of pH on CsPLK activity 
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CsPLK 的 SDS-PAGE £i 图 8 酶 促 反应 活性 的 测定 
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pH 值 对 CsPLK 活性 的 影响 10 金属 离子 对 CsPLK i 
Fig. 10 Effect of divalent ion on CsPLK activity 


2.6 CsPLK 的 组 织 表 达 差 异性 分 析 
KARIE PCR 对 茶树 根 、 嫩 茎 、 嫩 叶 进 行 分 析 ， 结 果 显 示 ， 在 茶树 叶片 组 织 


中 CsPLK 的 表达 量 最 高 ， 共 和 根 中 的 表达 量 相 似 , 约 为 叶片 组 织 的 四 分 之 一 (图 11D 。 


2.7 逆境 


4 六 六 


相对 表达 量 
Relative expression lexel 
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根 Root 3E Steam 叶 Leaf 


组 织 Tissue 


金属 离子 Divalent ion 


图 11 茶树 各 组 织 中 CsPLK 基因 的 表达 
Fig.11 Expression of CsPLK genes in tea tissues 


条 件 下 CsPLK 基因 的 表达 情况 


低温 胁迫 处 理 A8 h 过 程 中 ，CsPLK 表达 先 上 升 ， 在 处 理 8 


时 表达 量 降 到 最 低 ， 复 水 后 第 6d 表达 量 上 升 ， 且 高 于 干旱 处 型 


h 时 到 达 顶 点 后 逐 
调 ， 但 仍 高 于 未 处 理 前 的 水 平 〈 图 12a) 。 王 旱 胁 迫 处 理 后 ，CsyPZ 玉 表达 量 下 降 ， 


明 CsPLK 参与 茶树 对 低温 和 干旱 胁迫 的 响应 ， 但 其 在 两 种 胁迫 


相对 表达 量 
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E 前 水 平 (图 12b) . 3 


表达 模式 不 同 。 


Fig.8 Determination of enzymatic activity 
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注 : a. 低温 胁迫 ; b. 干 旱 胁 迫 


Note: a. temperature stress; b. drought stress 


图 12 逆境 胁迫 下 茶树 CsPLK 基因 的 表达 
Fig.12 Expression of CsPLK under adversity stress in tea leaf 


3 讨论 


本 研究 利用 已 知 的 拟 南 芥 PLK 的 基因 序列 为 模板 ， 在 茶树 基因 组 数据 库 中 比 对 得 
到 一 条 相似 性 最 高 (57.86%) 的 为 候选 茶树 PLK 序列 ， 其 编码 的 氨基 酸 序 列 含 有 一 个 
型 的 吡 哆 醛 激酶 功能 域 ， 属 于 核糖 激酶 超 家 族 的 成 员 。 利 用 PCR. 技术 茶树 龙井 43 
中 克隆 出 PLK 基因 ， 命 名 为 CsPLK。 多 序列 的 同 源 比 对 结果 表明 ，CsPLK 与 拟 南 芥 、 
烟草 、 大 豆 等 植物 类 中 的 PLK 氨 基 酸 序列 相似 性 达到 70% 以 上 ,有 很 强 的 亲缘 性 。CsPLK 
的 Asp151、Tyr161、Gly313 (图 4 全 处 ) 和 阴离子 孔 基 序 GTGD (Gly313-Asp3171) 
与 已 经 证 实 的 PLK 的 ATP 结合 位 点 完全 一 致 , 这 几 个 氨基 酸 残 基 高 度 保守 ,三 个 ATP 
磷酸 基 团 通过 由 高 度 保守 的 序列 基 序 GTGD 和 附近 螺旋 N 末端 形成 的 阴离子 孔 以 及 结 
合 需要 的 金属 阳离子 ， 促 进 氧 键 与 蛋白 质 残 基 互 相 作 用 ， 使 PLK 活性 位 点 的 空间 结构 
更 稳定 ， 从 而 提高 PLK 活性 (Kim MI & Hong M，2016) 。1970、1998、1999、2002 
一 年 ， 分 别 对 牛 (Neary JT & Diven WF, 1970) . $& (Gao ZG etal., 1998) 、 羊 (Maras 
- B et al.，1999) 和 拟 南 芥 (Lum etal., 2002) 的 PLK 进行 酶 动力 学 研究 时 ， 得 出 Zn?* 
= 是 PLK 发 挥 活性 作用 的 最 适 金属 离子 , 本 研究 通过 在 不 同 的 二 价 金属 离子 测定 酶 活性 ， 
发 现 活化 效率 依次 是 Zn > Co?»Mn»n?» Mg?» Ca *， 得 出 PL 激酶 在 Zn 六 离子 存在 下 
的 催化 活性 最 强 ， 与 前 人 结论 一 致 。CsPIK 的 Ser 68. Thr 103、Tyr143 和 Asp317 (KI 
AX kb) 与 已 经 验证 的 与 PL 形成 氧 键 相 互 作用 的 氨基 酸 残 基 一 致 ， 这 些 氨基 酸 残 基 也 
高 度 保守 ， 决 定 底 物 特异 性 (Scholz G & Kwok F, 1989) 。 茶 树 中 的 CsPLK 和 其 他 物 
种 PLK 一 样 具 有 高 度 保 守 的 与 功能 密切 相关 的 loopI 和 loop II Z&TÀ, CsPLK 的 loopI 结 
构 为 Gly155-Val162， 与 大 多 数 植物 和 微生物 长 度 一 致 ， 为 8 个 氨基 酸 ， 而 高 等 动物 为 
12 个 氨基 酸 ，loopI 对 防止 ATP 无 效 的 水 解 ， 以 及 在 保护 和 促进 底 物 结合 方面 有 重要 
作用 ， 至 于 不 同 物种 中 loop 的 氨基 酸 不 同 ， 是 否 与 生物 进化 有 关 目 前 还 尚 不 清楚 ， 需 
要 进一步 的 实验 研究 ; CsPLK 的 loop [区 域 在 植物 中 高 度 保 守 ， 与 酶 的 底 物 特异 性 和 

底 物 亲和力 有 关 (Campobasso N et al., 2000; Cheng G et al., 2002) 。 
本 研究 通过 构建 原核 表达 载体 以 及 体外 酶 活 测定 ， 得 出 茶树 中 的 CsPLK 在 pH 值 
为 6.4 和 金属 阳离子 为 Zn2#+ 时 有 很 强 的 催化 活性 ， 催 化 PL 的 磷酸 化 生成 PLP， 表 明 原 
核 表 达 产 物 为 CsPLK 蛋白 。 通 过 对 茶树 体内 CsPLK 的 组 织 差 异性 分 析 , 发 现在 茶树 的 
叶 、 茎 、 根 中 均 有 表达 ， 并 且 在 叶片 中 表达 量 最 高 ， 推 测 可 能 与 叶片 中 含有 丰富 的 叶 


绿 体 有 关 。 植 物 有 VBs 的 从 头 合成 途径 ,利用 DXP 非 依赖 途径 直接 合成 PLP 从 而 被 细 
胞 利用 ， 合 成 的 场所 是 细胞 质 ， 叶 绿 体 中 可 能 是 通过 PLP 的 补救 途径 来 合成 PLP， 而 
PL 激酶 是 PLP 补救 途径 中 的 关 建 酶 ， 所 以 PL 激酶 基因 在 茶树 的 叶片 中 的 表达 量 比较 
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EY 
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越 来 越 多 的 研究 说 明 植物 PLK 基因 的 表达 受 各 种 生物 或 非 生物 胁迫 的 影响 ， 从 而 
参与 植物 的 逆境 应 答 ， 其 中 拟 南 芥 中 的 PL 激酶 基因 的 表达 在 冷 胁迫 下 显著 增加 (Lum 
etal., 20020 ， 甘 蓝 型 油菜 中 的 PL 激酶 的 表达 受 低 温 诱导 (Yu S & Luo L, 2010) ， 
小 麦 中 的 PL 激酶 基因 表达 不 受 渗 透 胁迫 的 调节 (Huabo et al.，2004) 。 在 本 研究 中 ， 
茶树 CsPLK 基因 受 低 温 胁 迫 后 能 够 快速 诱导 表达 ， 即 使 在 低温 处 理 的 48h 后 依然 高 于 
未 处 理 前 表达 量 ; 在 干旱 胁迫 下 主要 表现 为 抑制 ， 但 复 水 后 能 够 快速 诱导 植物 进行 响 
应 ， 且 此 期 间 的 CsPLK 具有 和 较 高 的 转录 水 平 ， 干 旱 后 复 水 响应 也 是 植物 抗旱 机 理 研究 
中 重要 的 内 容 之 一 。 以 上 结果 表明 ， 茶 树 中 CsPLK 与 低温 、 干 旱 逆 境 胁迫 响应 密切 相 
关 ， 同 时 可 以 得 出 CsPLK 在 不 同 物种 间 的 逆境 应 答 有 明显 的 差异 性 。 

本 研究 对 茶树 中 VB 补救 合成 途径 中 的 CsPLK 基因 进行 了 初步 的 鉴定 与 表达 分 
析 ， 得 出 CsPLK 参与 低温 和 和 王 旱 逆境 逆境 应 答 ， 此 研究 结果 为 利用 VBk 代 谢 调控 来 提 
高 茶树 抗 性 从 而 提高 茶树 品质 的 应 用 研究 商定 了 基础 ， 也 充实 了 植物 抗 性 生理 的 研究 。 
后 续 可 通过 克隆 茶树 上 VB 补救 途径 的 其 他 基因 来 全 面 研究 VB 在 茶树 逆境 应 答 中 的 
ER. 
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